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chym opapain を雄幼君家兎の耳静脈 よ り注入 し, 静注後の 耳介の肉眼的観察, tOluidirl eblu e spot
testに よる血清お よ び尿中の 酸性ム コ 多糖 の 測定, 耳介軟骨の 光顕的, 電顕的観察を行 っ た ▲ Chym opapain
静注後短時間で, 耳介軟骨細胞の 変性 と軟骨基質の分解が起 こ り, 両耳介の下垂が認め られ た･ pr Ote Oglyc a n
の分解の 結果, 遊離 し た酸性ム コ 多糖 は血液に 吸収さ れ, 尿中に 排泄され る こ とが証明さ れ た. 軟骨細胞
の 変化 は可逆的で あ り, 時間の 経過 と と も に 細胞 は機能を回復し, 傷害さ れ た軟骨の 修復が行 なわれ , 両
耳介の 下垂は回 復 した. 以 上 の 耳介軟骨 の 変性と その 回復過掛 こ, 膠原線推 の 増加, 走行の乱れ , 幅 の増
大がみ られ , 軟骨細胞の 空胞内に fibr o u slo ng spa cing横線維の出現 をみ た. 弾力線維は不連続化, 細分
化を呈し, 軟骨 が ほ ぼ修復され た 時期 に 弾力線推の増加を み た.
Key w ords chym opapain, r abbit e a r c artilage, C Ollagenfiber, pr Ote Oglyc a n,
elastic fiber.
cr ude papain な どの 蛋白分解酵素を幼君家兎 に静注
する こと に よ り, → 通性の 両耳介の 下垂 と軟骨基質 に
お ける酸性 ム コ 多糖 (a cidm u c opolys a ccha ride以 下






1 0)に お い て, A M PS,
prote oglyc a nが膠原線維の 形成 に 関与す る こ と を示唆
する報告が あ り, Cr udepapain 静注後の耳介軟骨の修
復過程に お い て,S heldon ら1 1)は ゴ ル ジ空胞内に , Ueda
ら1 2)は軟骨基質 に fibr o u slo ng spa cing (以 下 F L S と
略) 横線推を見出 して い る.
そ こで著者は,C rude papain の 一 成分で ある chym o-
papain を用 い , 静注後 の 家兎耳介軟骨の超微構造的変
化を中心 に 検討 した . そ し て, Chym opapain 静注後,
軟骨基質に お ける pr ote oglyc a nの 減少か らその 修復過
程にお い て, 異常な 膠原 線推の 出現が細胞内あ る い は
細胞外に みら れ るか どう か, また, 見出さ れ る な ら ば,
この よ う な異 常な膠原線推 の 形成機序 を解明す る た め
に本研究を行 っ た .
材料お よ び方法
実験動物と して雄幼若家兎(体重 800～ 1,000g) 26
羽 を 用 い た. 20羽 は 耳静脈 よ り 1 % chym opapain
(Sigm a社)1 ml を ゆっ く り静注 し, 経時的に 両耳介
の 肉眼 的観察を行う 一 方, その う ちの 6 羽に つ い て 血
清お よ び尿中の A M P Sを測定 し, 残 り14羽 に つ い て
耳介軟骨の 光顕的, 電頗的観察 を行 っ た. なお, 未処
理 の 家兎 6羽 を対照 と した.
1 . 肉眼 的観察
両耳介の 下垂 の 程度 を (-什), (+), ( - ) の 3段階
に 分 けた.
2 . 血清 A M PSの 測定
対照 お よび chym opapain 静注後 1 , 3, 6, 9, 12,
15, 18, 24, 36, 48, 60, 72時間 に採血 を行い , 分離
し た血 清を蛋白分解酵素で 処理後,tOluidin eblu e spot
te st1 3)(2%酢酸水十0.01%to uidin e blu e) に よ る
m eta chrom a sia 反 応に て測定 した. m eta chro m a sia 反
応 に よ る A M P Sの 増加 を(十卜), (+), ( - )で表わ し
た.
3 . 尿中 A M PS の測定
対照 お よ び chym opapain 静注後約 1, 3, 6, 9,
12, 15, 18, 24, 36,
■
48, 60, 72, 96, 120時間に 採尿
器 を用 い 尿を採取 し, tOluid ine blu e spot te st に て 血
M orphologic al Studies of Rab bit EarCa rtilage after Administratio n of C hym opapain .
Yusuke Naka se, Departm e nt of Orthopa edic Surgery, Scho ol of Medicin e, Ka n aza w a
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清と 同様 (≠), (+), ( -) で評価 した .
4 . 光頗的観察
光頗的観察 に は, 対照 お よ び chym opapain 静注後
3, 6, 12, 24, 48, 72時間と 1週間の 家兎各2羽･を
用 い た . 動物は エ ー テ ル 麻酔下に 屠殺 し, 耳介軟骨 を
10%中性 ホ)レ マ リ ン に て固定後,he m ato xylirl- e O Sin
染色, S afr a nin O 染色1 4),tOluidin eblu e染色(pH 2.5)
を行 っ た . ま た, S afr a nin O 染色 に よ る基質の 染色性
の 低下 お よ び toluidin eblu e染色 に お ける m eta chro-
m a sia の 低下 に よる A M P Sの 減 少 の 程度 を (≠),
(+), ( - ) で 表わ した.
5 . 電顕的観察
対照 お よ び実験群 の 試料の 作成 は光顕用試料 と同様
の 時間間隔で行 っ た . 採取 した 耳介軟骨は , 2 %グル
タ ー ル ア ル デ ヒ ド と1 %オス ミ ウ ム 酸 で固定 し, エ タ
ノ ー ル 系列で脱水, エ ボ ン 812で 包埋 した . 試料は ダ
イ ヤ モ ン ドナイ フ を用 い L K B 型ultra mic r oto m eで薄
切 し, ウラ ニ ル ･ 鉛の 二 重染色 を行 っ た . 一 部の 試料
は弾力線維の 同定の ため に タ ン ニ ン 酸染色15)を行 ない ,
ま た, pr Ote Oglyc a nの 検 出に は ル テ ニ ウ ム ･ レ ッ ド染
色 (以 下 R R染色 と略) を用 い た. 切 片 は 日本電 子




chym opapain 静注後 3時間頃よ り 両耳介の 先端 か
ら下垂が進行 し, 24時 間頃 に も っ と も著明と な っ た .
その 後次第 に回復 し,72時間か ら 96時間頃で ほぼ正 常
の 状態に 復 した (Fig. 1).
2 . 血清 A M PS の 変化
対 照 で は m eta chr o m a sia 反 応 は 陰性 で あ り,
Chym opapain 静注後 6時間 よ り(+)と な り, 12時間
か ら 24時間で は(一什)で あ っ た . また , 48時間以降 に
お い て は陰性 とな っ た .
3 . 尿中 A M P Sの 変化
対照 で は血清 と同様 m eta chr o m a sia 反応 は陰性 で
あ り, Chym opapain 静注後9時間頃 より(+)を示 し,
18時間頃か ら24時間頃で は(1十)で あ っ た . その 後96




軟骨膜に 近 い 軟骨細胞 は, 紡錘形, 楕 円形を呈 し,
中央部で は 円形ある い は卵円形 を呈 す る. s afr a nin O
染色 に よる基質の染色性は中央部で は 強く, 周辺 部 に
行く に した が い 低下 する傾向に あり,tOluidin eblu e染
瀬




Chym opapain 静注後 6時間ま で は著明な変化はみら
れ な か っ たが , 12時間で は軟骨細胞 は膨化し, 相対的
に 基質 の 占 め る割合が少なく な り, Safra nin O 染色に
よる基質の 染色性の 低下, tOluidin e blue 染色に よる
m eta chr o m a sia の 著明 な低下 がみ られ た (Fig.2 b).
そ の 後 , 細胞の 形態と 基質 の 染色性 は徐々 に 回復し,
72時間 で は 基質 の染色性 は対照 と ほぼ 同様の 強さとな
り, 1 週間で は ほ ぼ正 常軟骨の 形態 に 回復し た(Fig.2
C).
5 . 電顕 的観察
電顕的観察に あ た っ て, 耳介軟骨 を便宜上 軟骨膜
に 近い 側よ り, (1)相長い 紡錘形 の 軟骨細胞が2 ～ 3
個軟骨表面に 平行 に 配列 して い る 表層, (2)2 ～ 3偶
の小型 の 楕円形, 卵円形の 軟骨細胞よ り なる 中層, お
よ び (3) 中央部の 4 ～ 5個の 大型 の 円形 , 卵円形の
軟骨細胞 よ りな る深層の 3層に 分 けた.
1) 対照群
i) 軟骨細胞
表層の細胞は長橋円形の核を有 し, 細 長く伸びた原
形質に は よ く発達 した ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体と糸粒
体, マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト, グリ コ ー ゲ ン頼粒をみる
(Fig. 3). また , 一 部の ゴ ル ジ空胞内 に は, 粒子状物
質, フ ィ ラ メ ン ト状物質, 無定型物質な どの 集積がみ
られ た . 粗面小胞体の 内腔 は賀状物質で 占め られ, 内
膳 の拡大 を示 す も の も多く, 小胞膜 に は ポリ ゾ ー ム パ
タ ー ン を示 す リ ボ ゾ ー ム が付着 して い る. 糸粒体は粗
面小胞体 に 接近 して存在 して い る . 幅約10n m の マ イ
ク ロ フ ィ ラメ ン トは核の 周囲に わ ずか に 集束してみら
れ る程度 で あ っ た . グ リ コ ー ゲ ン 顆 粒(直径約 40n m)
はお も に 原形質周辺部に 存在す る. 細胞突起 は少ない .
中層 で は , 表 層の 軟骨細胞 と同様 に ゴ ル ジ装乱 粗
面小胞体の 発達 は良好で あ っ たが , 粗面小胞体は管状
を呈 し, 内膳の 拡大は ほと ん どみられ なか っ た(Fig. 4).
マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン トの 集積は増加し, 原形質内に広
範囲に 認 め られ る. 時々 , 脂肪滴も 散見 され た. 細胞
突起 は比 較的発達し, と く に深層側 に そ の 伸展傾向を
み た
. 糸粒体, グリ コ ー ゲ ン顆粒 は表層細胞の そ れら
と 著 し い 差異は なか っ た .
深層の 細胞の 特徴 は, 細胞が大き い こ と, 核を2個
有す る 細胞 が多 い こ と, 巨大な脂肪滴を有 する こ と,
無定型物質 を有 する 空胞が多く み られ る こ と. 原 形質
周辺 部に お け る グリ コ ー ゲ ン顆粒の 量的増加が みられ
る こ とで あ る. その ほ か 中層の 細胞 とほ と ん ど差異は
な か っ た (Fjg.5).
Chym opapain 静注後0)家鬼耳介軟骨 の 形態学的研究
i‖ 細胞間物質
基質は proteoglyc a n, 膠原線推, 弾力 線椎が区別さ
れる.
pr oteoglyc a nは ウラ ニ
ー ル ･ 鉛染色標本, タ ン ニ ン
染色標本で粒子 と して 観察され るが, R R染色標本 では
直径約20～ 30n m の 粒子 と幅 約5 ～ 15n m の 各粒子 を
結ぶ フ ィ ラ メ ン ト と して 観察さ れ る(Fig. 6). prote o-
glyc a n粒子 は表層で は比 較的粗で あ り , 中風 深 層で
は密に み られ た. フ ィ ラ メ ン トは表層で は 比較的観察
でき たが, 中層, 深層で は不 明 瞭で あ っ た . ま た, 各
層に お い て,細胞 の 周囲で は prote ogIyc a n粒子 は大き
く, その 数 は細胞突起の 多 い 細胞周囲で は少な く, 細
胞突起の 発達不良は細胞周囲で は 多い 傾向に あ っ た .
膠原線推 は幅約 20～ 30n m の 一 部横紋 を有 する線経
として観察さ れ た. 表層の 一 部で は, 線維の 幅の 増大,
量的増加が み られ た ほ か , 各層に お け る膠 原線推 の 幅,
鼠 走行な ど に 差異 は認め な か っ た .
弾力線推 は軟骨細胞 を取り囲 む よ う に 位置 し, 幅約
10 ～ 600n m の 線維が帯状, 島状に み られ た. ウラ ニ ル ･
鉛染色標本, R R染色標本で は, mic rofibrilに 囲ま れ
た電子密度の 低 い 無構造物質と して観察され るが , タ
ン ニ ン酸染色標本 では特異的 に漉染さ れ た. 弾力線推
は量的に は中層, 深層に 比 し表層で は少な い 傾向に あ
っ た (Fig. 7).
2) 実験群
i)軟骨細胞の 変化
chym opapain 静江後 3時間では表層お よび中層の軟
骨細胞の 細胞突起が増加し(Fig. 8 ), 6時間で は主 に
表層細胞の 空胞形成が特徴的 で あ っ た(Fig.9). 空胞
形成は48時間に お い て も み られ た. 中層お よ び深層に
おい て も, 静注後 12時間で, 軟骨細胞 は変性 に 陥 り,
細胞の膨化と と も に , 細胞突起, グ リ コ ー ゲ ン顆 粒,
細胞小器官の 減少 およ び月旨肪 滴の 増加が み られた(Fig.
10). 24時間, 48時間 に お い ても 変性細胞が散見 され
たが, こ の 時期に お い て , ゴ ル ジ装置 と粗面 小胞体が
よく発 達し た軟骨細胞が各層に 出現 す る こ と が 注目さ
れた
.
72時間か ら 1週間 では変性 した軟骨細胞は ほと
んどみら れ ず, 各層の 細胞と も対照と ほ ぼ同様の 像 に
回復し た(Fig,1 1). な お , 以上 の 過程に お い て , 各層
に お ける 細胞 の 数や 配列 の 変化 はみ ら れ な か っ た .
ii) 細胞間物質の 変化
a
･ pr Ote Oglyc a n
Chym opapain 静注後 3時間で は対照と比 しほとん ど
変化は み ら れ な か っ た が , 6 時間で は 各層に お け る
pr ote oglyca n粒子 の 数の 減少傾向が み られ,12時間で
は粒子 は ほと ん ど消失 し, 被覆さ れて い た膠原線維が
より明瞭 に 観察され るよ う に な っ た(Fig.12). その 後
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次 第に , pr Ote Oglyc a nの修復が行わ れ , 72時間, 1週
間で は, 対照 と ほ ぼ同様 の 像を呈 する ま で に修復さ れ
た (Fig.13).
b 膠原線推
静注後 6時間か ら 72時間に か けて膠原線維の 増加と
走行の 乱れ が 部分的 に観察され ,12時間か ら48時間で
は線維の 幅の 増大が み ら れ た. 12時間, 24時間で は約
68Ⅲm の 周期性横紋 を有す る直径約100n m の 太い 線
維が み られ(Figs.14, 15),48時間 で は直径 が約200n m
以上 に も達す るも の が額察され た.
ま た, 静注後6時F乱12時間, 24 時間の表層お よび
中層 に お い て, ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体 の 比較的発達
した軟骨細胞の 空胞内に , 横紋 を有す る膠原線維の 出
現を み た. 6時間で は空胞内線推の 直径 は約 70n m で
あ り, 横紋 を認め る が, そ の 周期性は不 明で あ っ た .
空胸内に は ほか に , 小 過, 粒子 , 無定型物質が み られ
た(Fig.16). 12時間で は線推は, 6時間に お ける線経
と同様, ゴ ル ジ装置の 近 く の 空胞内に み られ(Fig.17),
線推 の 特徴 は, 直径約‡50n m の幅の 広い 線経で あ り,
Substriatio nの 数 は少な く,線推軸に 平行に走る フ ィ ラ
メ ン トが みられ ,横紋の 周期性は不確 かであ っ たが F L S
横線経 と考 えられ た (Fig.17a). 空胞内に は ほか に ,
粒子 , 顆粒状物質, 無定型 物質な どが み られ, 隣接 す
る空 胞内に も , 同様の 線推 の 出現 をみ た (Fig.17 b).
C 弾力線維
静注後 6時間で は, 表層 およ び 中層に お け る線推 の
不連続化が 現 わ れ,24時間で は,弾力緑綬 は直径約 100
n m の 頼粒状 に 細分化され た (Fig.18). しか し, タ ン
ニ ン 酸染色標本に よ る染色性の 低下はみ られな か っ た .
48時間で は弾力線推の 不連続化, 細分化 は徐々 に 回復
し,72時間で は表層お よ び中層の 一 部の 細胞 の周 囲で,
タ ン ニ ン酸染色に て強く演染す る弾力線維の 増加を み
た (Fig.19). 1週 間で は弾力線維 は対照 とほ ぼ同様 の
像を呈 して い た .
mic r ofibrilに つ い ては, 各染色標本に おい て chym o,
papain 静注後の 経時的変化を明確 に とら える こと はで
き なか っ た .
以 上 の 肉眼 的変化, 血清お よ び尿中 A M PS の 変化,
光頗的, 電顕的観察結果を総括す ると Table l に 示 す
と お りで あ る.
考 察
C r ude papain を幼若衆兎に 静注する こ と に よ り, 両
耳介の 下垂 , 血 清お よび尿 中へ の A M P Sの 排泄の増加,
光顕的, 電頗的観察に よる軟骨基質か ら の A M PSお よ
び pr ote oglyc a nの 減少な どの 一 過性の 諸変化がみられ
る こ とが 報告され て き た
.
そ して ,
一 方で は こ の よう
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Table l. Changes ofauric ula r c a rtilage after administratio n ofchym opapain
befo re A fter
1njectio n 1nJe Ctio n
Co ntr ol 3 6 12 24 48 72 168(hrs)
M ac r os c opic 丘nding
Dro oplng Of both a u ricle s + 十 十 廿 十 十 -
In cr e a s ein s er uma Cid m u c opolys a c cha ride s 欄 十 一 廿 ≠ - -
Incr e a sein urin e a cidm u c opolysa ccharide s ー l 十 ≠ 十 + -
Light mic ro s c opicfinding
Redu ctio nin a cidm u c opolysa c cha rides ー ー ≠ 十 十 -- 一
Electr o n mic ro s c opic丘nding
In cr e a sein c e11proje ctio n s + - ≠ 一 - - -
Appe a r an Ce Ofchondro cyte s with m any V a C u Oles 一 十 + 十 + 】
Sw eling ofcho ndro cyte s 一 岬 廿 十 十 ¶ -
Dec re a s einproteoglyc an 一 十 廿 十 + - -
Incr e a se a nd distu rba n c e ofc ollage n丘bers - + + + + + ¶
In cr e a sein thedia m ete r ofc ollagen 員bers ー 十 + 十 ¶ -
Ap pea r an c e ofintr a cytopla s mic c o11agen負be r ｢ 十 十 十 - - -
Dis c o ntin u atio n a nd fragm e ntatio n ofela stic丘bers 一 十 + ≠ 十 - -
Augm entation ofn u mber ofela stic丘be rs ー ー 十 】
な現象を惹起さ せ る蛋白分解酵素に つ い て の 検索, 他
方で は こ の 現象 を解明す るた め に 形態学的検索, 生化
学的検索, 免疫学的検索が行 われ てい る. す なわ ち ,
こ の 現象 を 惹起 さ せ る 蛋白分解酵素 に つ い て は ,
T ho m a sl)は c rude papain の成 分で あ る crystalline
papaln prOte a Se, CryStallin e papaln lyso s o m e,
Chym opapain に つ い て検索 を行い , 前2者 で は こ の 現
象が み られ ない こ と より, Chym opapain が こ の 現 象を
惹起さ せ る ものと 考えた. しか しな が ら,M cClu sky ら3)
は, 酸化あ るい は sulfhydrylblo cking age nt によ り不
治化 した c rystllin e papain prote as eや 不 活化 し た
blo m elin で も この よう な現象が み られ る こ とに よ り,
不清性型 の蛋白分解酵素で も, 軟骨基質内 に 容易 に 拡･
散 し, 組織内で活性化され る こ と に よ り, こ の よう な
現象を起 こす こ とが で き る と述 べ て い る
.
また , C rude papain 静注後の 血清お よ び尿中 へ の
A M P Sの 排泄の増加に つ い て は, C a rbazole 反応 に て
測定 を行 っ た Brya nts ら1 6)の 報告や S 軋 s ulfate を用
い た Tsalta sI 7)の報告が あ り, tOluidin eblu e spot te st
に て定性的 に検索 した本研究結果 と ほぼ 同様 の 成績 が
報告され て い る
.
光顕的観察結果 に つ い て も, T ho ma sl), Spic erら2)
に よ り,細胞 の膨化と基質 に お ける AM P Sの 減少がみ
られ る こ と が報告さ れ て お り, さ ら に , 超微構造的変
化 に つ い て も, Crude papain を用 い た S heldo nら18),
Ueda ら12)の 報告が あ るが , な お 不明確な点が多い. 以
下, Chym opapain 静注後 の 超微構造的変化を中心 に考
察 を加 え る
.
1 . 軟骨細胞の 変化
Chym opapain 静注後 に みられ た軟骨細胞の 主 な変化
は, 静注後初期 に お け る表層お よ び中層の 細胞の 細胞
突起の 増加 と, 続い て み られ た空胞形成 で あ る. 深層
の 細胞 で は ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体 な どの 発達が低下
し, 細胞突起, グ リ コ ー ゲ ン顆粒の 減少, 細胞の 膨化,
お よ び 脂肪滴の 増加 な どを伴な っ た変性軟骨細胞が出
現 した
. 時間の 経過 と と も に , ゴ ル ジ装置, 粗面小胞
体の 発達 し た軟骨細胞が多く み られ る よ う に なり, 同
時に 組織の 修復 が活発 に 行わ れ た
.
こ の よう な組織の
修復が活発 に 行わ れ て い る過程 に お い て, 軟骨膜に 近
い 表層細胞の 数の 増加や配列の 乱れ な どが み られなか
っ た こ と よ り, こ の よう な組織の 修復は軟骨膜細胞の
再生に よ っ て営 まれ るの で は なく ,Chym opapain に よ
る細胞変性は可逆的であり, 時間的経過 とと も に機能











Chym opapain 静注後 の 家兎耳介軟骨の 形態学的研究
修復され る もの と 考え られ る.
2 . 細胞間物質の 変化
1) prote oglyc a n
本研究に お い て み られ た pr ote oglyc a nの変化は, 初
期に お ける prote oglyc a nの 減少と その 後の 活発な pr o-
te oglyc a nの 修復 で あ っ た . 軟 骨 pr ote oglyc a nは,
Hein ega rd ら
1 9)20)に よ れば, 軸蛋白に 結合 した コ ン ド ロ
イチ ン 4/6硫酸と ケ ラ タ ン 硫酸 に よ っ て 構成さ れ, こ
の Pr Ote Oglyc a nは さ ら に ヒアル ロ ン酸と1inkprotein
で結合し, 巨大 な proteoglyc a n凝集物 を形 成 して い る
と考えられ て い る . 電顕的に は, 試料作成過程に お け
る固定な どの 操作に よ り, prOte Oglyc a nが 変形･ 凝集
するた め, 粒子 お よ び各粒子 を結 ぶ フ ィ ラ メ ン トと し
て観察され る21). ま た, Horwitz ら2 2)に よれ ば, リ ボ ゾ
ー ム で 合成さ れ た軸蛋白が粗面小胞体 を通過す る段階
でキ シ ロ ー ス , ガラ ク ト ー ス な どの 結合部位の オ リ ゴ
鎖が合成さ れ, その 後 prote oglyc a n分子が ゴJレジ装置
へ 移行し, 二糖鎖く り返 し部分が伸展 し, 硫酸化が行
われ, ゴ ル ジ小胞と 形 質膜と の 融合に よ っ て で き た通
路を経て, 細胞外 に 分泌され る と考 えら れ て い る .
Chym opapain 静注後 の pr ote oglyc a nの 減 少の 原因
に つ い て は, 静注され た chym opapain の 一 部, 多分不
活性型 の Chym opapain が軟骨基質に 拡散 し, そ こで活
性化さ れ る. そ し て, Ste rn2 3)の述 べ る ごと く pr ote o-
glyc a n, pr Ote Oglyc a m凝 集物の 軸蛋 白, 1ink pr otein
を分解す る こ と に より , A M PS が遊離 し, 一 部が 血液
に吸 収さ れ, 尿 中に 排 泄さ れ た結果 , 基質 に お け る
prote oglyc a nの 減少 を招く もの と考 えられ る. その 後,
変性に 陥っ た軟骨細胞が 回復 し, 括発な pr ote oglyc a n
の生合成 を行 っ た 結果 , 除々 に 基質 に お け る pr ote o･
glyc an の 修復が なさ れ た も の と考 え られ る.
T ho m a sl), Ts alta s
1 7)は こ の よう な基質に お ける pr o-
teoglyc a nの 変化が 一 過性の 耳介の 下垂 の 原因で あ る
と述 べ て い る . 本研究に お い て も, pr Ote Oglyc a nの 減
少と修復の 時期が , 耳介の 下垂 と そ の 回復の 時期 に ほ
ぼ 一 致す る こ と, ま た, Do rfm a n24)の 述 べ る ごと く,
prote oglyc a nが 組織 の 形 態保持に 関与 して い る ことよ
り, prOte Oglyc a nの 減少が 耳介の 下垂 の 主 要な 原因と
考えられ る .
2) 膠原線維
Su s m a n2 5)に よる ヒ ト髄核の chym opapain を用 い た
消化試験 で は, Chym opapain は膠 原線推に 直接的に 作
用しない とされて い る . 本研究にお い ては,Chym opapain
を静注 す る こ と に よ り , 中層に 限局 して, 膠原 線維 の
増加, 走行の 乱れ , お よ び線維の 幅の 増大が みら れ,
また, 表層お よ び中層の 軟骨細胞の 空胞内に 膠原線推
の 出現が み られ た.
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膠原 線推は細胞で合成 され た プ ロ コ ラゲ ンが , e X O-
CytO Sis に よ っ て 細胞外 に 分泌さ れ, プ ロ コ ラゲ ン ペ プ
チ タ ー ゼ に よ っ て プ ロ ペ プチ ドが 切断さ れ, ト ロ ポ コ
ラゲ ン に 変 っ た後, 分子 内, 分子 間架橋が進行 して形
成さ れ ると さ れ て い る2 6)
.
しか しなが ら, 膠原線継が コ
ラゲ ン合成細胞内で観察 され た とい う報告もま れで は
ない
.
Usuku ら2 7), Go n a
28)はカ エ ル の 幼生変態時の間葉系
細胞内に , Pere zTTam ayo2 9)は カ ラギ ニ ン 肉芽腫の コ
ラゲ ン 吸収時の 線推芽細胞内に , Te nCate30)はモ ル モ
ッ トの 臼歯々 根膜 の線推芽細胞内に膠原線推 を見出し
てい る
.
ま た, S heldo nら1 1)は, C rudepapain 静注後
の 軟骨組織の 修復過程 に お い て, ゴ ル ジ空 胞内に約 200
n m の 周 期性横紋を有する F L S横線維を見出してい る.
その ほ か , 細胞 内に 膠原線凍 を見出した報告と して は,
M eek3 1)は Helix a spe rs aの 線維芽細胞内に , Welsh32)
は ヒ トの de s m oid fibro m atosis の線維芽細胞内に ,
G6thlin ら3 3)は ラ ッ ト骨折時の 仮骨の 骨芽細胞内に ,
Tr elsted34)は初期鶏胎の角膜上皮細胞 の ゴ ル ジ空胞内
に, Ca rls o n
3 5)は脊索上皮細胞内に , Allegraら3 6)は ヒ
トの des m oid fibrbla sto ma の 線推芽細胞内に ,Im u ra
ら3 7)は ヒ トの 二次性分化型軟骨肉腫細胞 の ゴル ジ空胞
内に S egm entlo ng spa cing 線推 を見出して い る.
著者も chym opapain 静注後6時間, 12時間, 24時
間の 軟骨細胞 の 空胞内に 膠原線維 を見出した. そ の 細
胞内膠原線推 の 形成機序に つ い て は,Chym opapain静
注後の 特殊な条件下 で , 空胞内に お ける コ ラゲ ン 分子
と A M P Sの 特殊 な相互作用 の 結果, 空胞内で の コ ラゲ
ン 分子 の 凝集に 至 適な 状態が惹起さ れ, 線推形成が進
行 した もの と推測 した . その 理 由は次 の 通り で あ る.
(1) 細胞内線維が み ら れ た 時期 は, 基 質 に お け る
pr ote oglyc a nの 減少と そ の 修復過程に 相当 し, 細胞内
での pr ote oglyc a nの 生合成の 促進が 予想さ れ る こ と,
(2) 空胞内に 線推 を有す る細胞 は い ずれ も ゴ ル ジ装
置や 粗面少胞体 が比 較的発達 した細胞で あり, 線維 を
有す る空胞 はい ずれ も ゴ ル ジ装置の近く に 位置し, 空
胞内に は pr ote oglyc a n粒 子と思われる粒子 状物質がみ
られ , ま た, 空胞 の 周囲に は管状 の 粗面小胞体が多く
観察さ れ, その 一 部が 空胞 と連続 し て い ると 思われ る
像が み られ る こ と ,
(3) 線推を内包 す る細胞 の 周辺部 では, 膠原線維の
分解の 証拠 はな く , 貧食に よ る細胞外線維の 取 り込 み
と は考 え難 い こ と ,
(4) 空胞内の 線維は, と く に 12時間の もの で は, 線
維の 幅が約 150n m と太く, 長周期性横紋を有する と考
えられ , S ubstriatio nの数 は少なく, 線推軸 に平行 に 走
る フ ィ ラ メ ン トが み られ る こ とよ り, こ の 線維 は F L S
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様練推の形態学的特徴を有 して い る. そ して , こ の よ
う な F LS線維のin vitr oで の コ ラゲ ン溶液か らの 合成
に は, H ighbe rge rら
3 8)
, Kajika w a3 9), W o od
4 0)に よれ
ば, イ オ ン強度, pH, 温度 な どの 各種因子 の ぼ か に ,
A M P S,prOte Oglyc anな どが と く に 重要な因子 で ある
と 指適 され て い る こ と.
次に , 細胞外 に み られ た幅 の広 い 膠 原線維 の 出現に
つ い て みる と, W o od
4 1)に よ れ ば, 線推形成 は ト ロ ポ コ
ラゲ ン に よ る核形成と核 を中心 と す る コ ラ ゲ ン 分 子 の
凝集に よる線経 へ の成長と い う 2段階か ら な る とさ れ






は核形成 は A M PS やprote oglyca nに よ り促進さ れる
が , その後 の線推 へ の成長 は抑制さ れ る と述 べ て い る .
そ し て,T hybe rg ら
44)はモ )t/モ ッ ト骨端軟骨の papain
に よ る酵素処理 の結鼠 Ca mpo ら崎 は ウ シ 肋軟骨 に 塩
酸グ ア ニ ジン を作 用させ る こ と に よ り , 軟骨基質 に お
ける proteoglyc a nの減少と ともに 正常の もの より幅の
広い 膠原線推が みられ る こ と を報告 して い る. さ ら に ,
Se egmille rら
43)は cho ndrodystr ophy を呈 す る突然変
異 マ ウ ス で は, 軟骨基質 に お け る A M P Sの 減少と幅の
広Vゝ膠原線維が 出現す る こ と を報告 し, ま た, 前述し
た Ueda ら1 3)も c rude papain 静注後,prOteOglyc an の
減少と と も に膠 原線推 の 幅が 増大す る こ と を述 べ て い
る
.
本研究に おい て, 幅の 広い 膠原線維 は chym opapain
静注後 12時阻 24時F乳48時間 に み られ , こ の時期
は前述 した よう に 基質 に おけ る pr ote oglyc a nの活発 な
修復が行わ れて い る と考え られ るが , なお , 基質に お
ける pr ote oglyc a nの減少が み られ る時期に 相当する こ
と より, pr Ote Oglyc anの減少 が膠原線維の 集束 を促進
し た結果, こ の よう な幅の 広い 膠原線維が出現 した も
の と考え たい . しか し, こ の よ う な幅の 広い 膠原線推
は各層の あ らゆ る部位 に 出現す る わ けで は な く, ゴ ル
ジ装置, 粗面小胞体の 比較的発達 した中層の 軟骨細胞
に 接 して 限局 して み ら れ る こ と . ま た, Gay ら
46)の 指
適す るよ う に , 軟骨細胞 はⅠⅠ型 コ ラ ゲ ンの ほ か に , 病
的状態 で は Ⅰ型 コ ラゲ ン も分泌す る こ とが 知ら れ てい
る こ とよ り, こ の よう な軟骨細胞か ら は Ⅰ型 コ ラ ゲ ン
が 分泌さ れ, その 結果 こ の よう な 幅の広 い 膠原線維が
形成され た可階性が ある.
3) 弾力線経
本研究 にお い て ,S heldo nら1 8)の 述 べ る弾力線維 の消
失, あ るい は Ueda ら1
2)の述べ る弾力線推の 電子 密度の
低下な どは認め られ なか っ た が, Chym opapain 静注後
6時間か ら 48時間で は, 弾力線維 の 不連続化, 顆粒状
の細分化 を認め た. こ の原因 と して は, 北 田47)に よ る ニ
ワ トリ胚 大動脈の 弾力線維の エ ラ ス タ ー ゼ酵素消化試
験 に み られ る弾力線推の 細分化像と所見が類似してい
る こ と より, 蛋 白分解酵素 で ある chym opapain の直接
的な作用 も考慮さ れ るが , こ の 時期 は 基質 に お ける
PrOte OgIyc a nの 減少が み られ る時期に 相当する ことよ
り, prOteOglyc a nの 減 少が 弾力線推 の 不連続化 細分
化を もた ら した 可能性も否定で き な い と 考えら れる
.
ま た, 静注後 72時間の 表層お よ び中層の 一 部 に み られ
た 弾力線推の増加に つ い て は, こ の 時点で は基質に お
ける pr ote oglyc a nの 修復が ほぼ完了 した 時期 に相当す
る こ と よ り, あ る細胞 で は エ ラ ス チ ン 前駆物質の 分泌
が 克進 した結果, 弾力線維の 増加が招来さ れ たもの と
推測 さ れ る.
結 論
chym opapain を雄幼君家兎耳静脈 に 注入 し, 静注後
の 耳介の肉眼的観察, tOluidin eblu e spot te st による
血清お よ び 尿中 A M P Sの 測定, 耳介軟骨 の 光顕軌 電
顕的観察 を行 い , 以 下の 結論 を えた.
1 . chym opapain 静往復 3時間頃 よ り, 両耳介の 下
垂 がみ られ , そ の 後, 血清 お よび 尿中 へ の A M P Sの 排
泄の 増加, 軟骨基質 に お け る A M P S, prOte Oglyc anの
減少が み られ た. 両耳介の 下垂 は , 軟骨基質に お ける
prote oglyc anの 減少に よ る もの と考 え た.
2 . 静注後の 軟骨細胞 の 変化 は, 初期 に お ける細胞
突起の 増加と, 続 い て み ら れ る空 胞形成 と軟骨細胞の
変性 で あ っ た . しか し, こ れ ら の 変化 は可逆的であり,
時間の 経過と と も に 細胞は機能 を回復 し, 傷害さ れた
軟骨 の 修復 を行 う もの と 考 えられ た .
3 , 軟骨細胞 の 回 復過程 に お い て , 細 胞空胞内に
F LS横線維が見られ た. こ の 原因 に つ い て は, 空胞内
に お け る コ ラゲ ン 分子 と A M P S との 相互 作用の 結果,
線維形成が行わ れ た も の と 推測 した .
4 . 軟骨基質に 幅の 広 い 膠原線推の 出現が み られた.
こ の 線推 の 形成機序に つ い ては, た んな る基質に お け
る pr ote oglyc a nの 減少の 結果 と い う よ り, その出現部
位が限局 して い る こ と よ り, 正常 と は異な っ た軟骨コ
ラ ゲ ン が特定の 軟骨細胞 よ り分泌さ れる 可能性が考え
られ た .
5 . 軟骨基 質の 分解 と とも に , 弾力線維の 不 連続化,
細分 化が み られ た が , この 変化 は chym opapain による
直接的な作用 と基 質に お ける prote oglyc a nの 減少 によ
る可能性が考 え られ た . そ の 後に み られ た 弾力練維の
増加 に つ い て は, 細胞 に お け る エ ラ ス ナ ン 前駆物質の
分泌の瓦進 に よ るも の と考 えた .
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Expla n atio n of fign r es
Fig.1･ Ma cr o s c opic finding of rab bit e a r･ Dr o op
-
ing of both e a rsis m o st r e m a rkable 24 ho u
rs
afterad ministratio n ofchym opapaln.
Fig. 2. Light micro s c opic finding of r abbit e a r
c artilage ･ T he c o ntr oI sho w sbette r stain ability
｡fthe m atrix (a);12 ho u rs, SW elling ofchondr o･
cytes a nd deficitin stain ability(b); Stain ability
is im pr ov ed to n o r m al le v e1 72 ho u r s after
administr atio n of chym opapain (C). Safra nin O
stain. ×100
Figs.3-19 Ele ctr o nmic ro s c opicfinding ofr abbit
ear c a rtilage.
Fig.3･ No r m al ea rca rtilage in supe rfici al 1aye r
(c o ntrol). C ho ndr o cytes sho w spindly shape, a nd
Golgiap pa r atu s a nd r o ugh e ndoplasmic r etic･
ulu m a r ew e11de v eloped. Ura nyl a nd le ad
stain . ×6,000
Fig.4. No rm al e a r c a rtilage in middle layer
(CO ntr Ol). Chondrocyte s sho w e11iptic alshape, a nd
n u m ero us micr ofila m e nts a re se e n a r o u nd
n u cleu s. Ur a nyl a nd le ad stain. ×6,000
Fig.5. No r m al ea r c a rtilage in deep layer
(c o ntr ol). Cho ndr o cyte s sho w la rge a nd o v al
shape, m u Ch of the m with do uble nucleu s･
Num erou s glyc oge n gr a nula a re s e eni the
m a rgln al a re a. Ur a nyla nd le ad stain . ×6,000
Fig.6. No r m al e ar c artilagino u sm atrix in de ep
layer(control). Ro u nd a nd o rigo n al r utheniu m
-
red po sitiv e pa rticle s abo ut 20to 30n m in
diameter are s cattered, a nd fila m e nts5to 15n m
in width also a r e s e e n. Collagenfiber s abo ut20to
30n min dia m eter a r e se e n a s w ell. Rutheniu m
red stain . ×60,000
Fig.7. No r m al e a r c a rtilage in de ep laye r
(c ontrol). Ap pe a r a n c e of islet - Shaped or s a sh-
Shaped ela sticfibe rs a r o u ndcho ndro cyte s.Ta n nic
acidstain . ×6,000
Fig.8. In c re a s ein cell proje ctions of chondro･
Cyte S. M iddlelayer ofe a r ca rtilage3 ho u r s afte r




Fig･9･ Ap pe a r a n c e of cho ndro cyte s with m a ny
867
Va CuOles. Supe rficial laye r of ea r c a rtilage 6
ho u rs after administratio n of chym opapain .
Ta n nic a cidstain. ×4,000
Fig.10. Appea r a n ce of dege nerated chondr o cytes.
De ep layer of e a r c a rtilage 12 ho u rs after
ad ministr atio n of chym opapain . Ur a nyla nd le ad
Stain . ×3,000
Fig.11. Re c o v ery of degen er
･
ated cho ndr o cytes.
Cho ndr o cyte s of mi d dle laye r 72 hou rs after
administr atio n of chym opapain . Ta n nic a cid
Stain . ×4,000
Fig.1 2. Dis ap pe a r a n c e of m o st ruthe niu m
-
r ed
po sitiv epa rticle s. Deeplaye r ofe ar c a rtilagin ous
m atrix 12 ho u rs afte r administratio n of chym o･
papain . Ruthe niu m red stain . ×60,000
Fig. 13. Re ap pe aran c e of ruthe niu m
- r ed po sitiv e
pa rticle s. De eplaye r ofe a r c a rtilagin o u s m atriⅩ
afte r a w e ek fro m adm in istr atio n of chym o･
papain. Ruthe niu m red stain . ×60,000
Fig. 14. Distu rba n c e of the a rr a nge m ent of
C O11agenfibe rs. M id dlelayer of e a r c a rtilage 12
ho urs afte r administr atio n of chym opapain .
Ruthe niu m r ed stain . ×60,000
Fig. 15. Ap pe a r a n c e of c ollage nfibe rs abo llt lOO
n min dia m eter. M iddlelayer ofe a r c a rtilage 24
ho u rs afte r administratio n of chym opapain .
Ta n nic a cidstain . ×30,000
Fig. 16. Ap pe a r an C e Of c ollagenfiberin v a c u ole.
Cho ndro cyte s in middle layer 6 hou rs afte r




Fig.17. Ap pe a r a n ce of fibr o u slo ng spa cing
p like
fibe rsin Golgiva cu ole s. Cho ndr ocyte in mi d dle
layer12 ho u rs afte r administr atio n of chym o･
papain . Ur a nyla nd le ad stain . ×12,000.(a a nd b:
higher m agnific ation . ×60,00)
Fig.18. Dis co ntin u atio n a nd fr agmfntatio n of
ela stc fiber s. M id dle aye r of e ar c a rtilage 24
ho u r s afte r administration of chym opapain.
Ta n nic a cidstain. ×15,000
Fig.19. Augrn e ntatio n ofn u mber ofelasticfibe rs.
Superficiala nd middle aye rs ofe a r ca rtilage72
ho u r s afte r administr atio n of chym opapain.
Ta n nic a cidstain . ×4,000
868 中 瀬
Morphological Studies of Rab bit Ear Cartilage after､A d minstr atio n of Chym opapain Yu-
s uke Nakase, Departm e nt of Orthopaedic Surgery, Scho ol of Medicin e, Ka naza w aUniverslty,
Ka naz a w a
,
920 - J. Ju ze nMed, Soc . , 91, 8 59r8 75(1982)
Key w ords: Chym opapain , rabbitear c artilage, COlage nfiber, PrOte Oglycan , elastic Bber･
Abs仕act
After chym opapain w a sirde cted into t he au ricular v ein ofyo u ng m ale rab bits, Studies w ere
c a rried out o n m a c r osc opl C Observ ation of the a u ricle, dete r min atio n of the a cid m u c opoly-
sa c charide sin the s e ru m a nd urine by the toluid ine blu e spot te st, a nd ught a nd ele ctr o n micr o-
s c opie s of the a u ricula r c artilage･ D ege n e r atio n of the cho ndr o cytes a nd d isintegratio n ofthe
c a rtnagin o u s m atrix o c c u rr ed a nd drooplng Of both au ricle s w e r e obs e rv ed, Sho rtly afterthe
injection of chym opapa ln. It w a sde m o n strated that relea sed acid m u c opolysa c cha rides w e re
absorbed by the blood a nd e x c r et d in t he u rin e after the br e ak do w n ofpr ote oglyc a nin the
c a rtilagin o u s matrix ･ T he cha nge sin the cho ndr ocytes w e re r ev e rsible ‥ Withthe pa ss age oftim e,
fun ctio n of the cho ndro cytes w as re co vered, inju r ed c a rtilage w a s re sto r ed, a nd the dr o oplng Of
both a u ricles r etu rn ed to t he n o r m al. Du ring t he dege n e r atio n a nd re c o v e ry pr o c e s s ofthe
a u ricular c a rtilage a nin c re a sein c ollage nfibe r s, distu rba n c e of the a rr a nge m e nt, a nd in c r e asein
the dia m ete rw er e obs e rved a nd the ap pear a n c e of fibr o u slo ng spa cing
-1ikefibers w a s obs e rv ed in
the v a c u oles of t he cho ndro cytes･ Ela stic fibe rsbe c a m edisc o ntin u o u s a nd fr agm e nted but, by
the tim ethe c a rtnage had be e n r esto r ed, a ugm e ntatio n of their n u mbe r w a s se e n･
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